臍帯血T細胞サブセットの機能的特異性-1-モノクローナル抗体(OKT4およびOKT8)で識別される臍帯血T細胞サブセットのB細胞分化調節能 by 谷内江 昭宏
818 金沢大学十全医学会雑誌 第91巻 第 5号 81 8
- 827(1982)
臍帯血 丁細胞サブ セ ッ ト の機能的特異性
〔Ⅰ〕 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (O K T4 お よ びO K T 8) で 識別さ れる
臍帯血 丁 細胞サ ブセ ッ ト の B細胞分化調節能
金沢大学医学部小 児 科学教室 ( 主任 : 谷 口 昂教授)
谷 内 江 昭 宏
(昭和57年 9月27日 受付)
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 O KT4 お よび O K T 8 に より識別 さ れ る T 細胞サ ブ セ ッ トの,P WM 刺激下で
の B細胞分化調節能を検討 した . 種 々の 年令 の小 児の 末梢血中の こ れ ら T 細胞 サ ブ セ ッ トの 比率 を, 間接
蛍光抗体法 を用い て検定 した. 成人末柑血 に 比 して, 臍帯血 で は, OK T 4
+細胞 の比 率が 高く (55･7±4▲7
%に対 して 74.4 ±6.6%), 逆 に▲OK T 8+細胞の 比 率は著明に 低下 して い た(31･2±5･9%に 対 して 14･6 ±
5.0%). O K T 8･細胞の比率 は年令 と共に 増加 し, O KT 針細胞と O K T 4
+細胞の 比は 3 ～ 5歳 頃に は成人 と
同様 と な っ た . モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 OK T 4 お よび O K T 8 で識別され る 2 つ の異な る T 細胞サ ブ
セ ッ トを,
こ れ ら の抗体と補体 (ウサ ギ血清) を用い た細胞融解に よ り相反す る サ ブ セ ッ ト を除去 し, 臍帯血及び成
人末柵血 丁細胞よ り単離 した . こ れ らの T 細胞サ ブ セ ッ トの , B 細胞の 免疫グロ ブ リ ン産生細胞
へ の 分化
に 及ぼ す調節能を P W M刺激下で検討 した. 従来か ら の 報告通 り, 成人 O K T 4
+細胞 は成人末梢血 B細胞
に添加培養 す ると著明な ヘ ル パ ー 作用 を発挿 した が ,成人 OK T 8
+細胞 に は こ の ような効果は認め られ なか
っ た
.
一 方臍帯血 で は, O E T 4･細胞, O E T8+細胞の い ずれ の サ ブ セ ッ トに も B細胞分化 に 対す る ヘ ル パ
ー 作用 は認め られ な か っ た . さ ら に, 成人末梢血 B細胞 に 自己 OK T 4
+細胞 を加え た系 に, 成人 , あ るい
は臍帯血中の これ らの サ ブセ ッ ト を添加培養 し, それ ぞ れ のサ ブセ ッ トの サ プ レ ツ サ
ー 清性 を比較検討し
た
. 成人 O K T 8十細胞は B 細胞の Ig
- P Cへ の分化を 強く抑制 し, 相反す る OK T 4
+細胞 に は この ような抑
制効果は認 め られ なか っ た . こ れ に対 して, 臍帯血 O K T 8
+細胞 に よ る抑制効果は, 成人 O KT 8十細胞 によ
る抑制 よ りも弱か っ た . しか し興味深い こ と に は, 臍帯血 O E T 4
+細胞 を こ の培養系に 添加す る と, 著明な
B細胞分化抑制が観察 され た .
こ れ らの 結果 より, 臍帯血 丁細胞 は成人 と同様, モ ノ ク ロ
ー ナ ル抗体 O E T4, 及び OK T 8に よ り識別
され るサ ブセ ッ トより成 るが , そ れ ぞれ の サ ブ セ ッ トの 機能 は成人 末棉血 丁細胞の サ ブ セ ッ トと は異なる
と考 えら れた . さ らに , 臍帯血 丁 細胞 に よ る B細胞分化抑制能 は, 臍帯血特有の T 細胞サ
ブ セ ッ トに より
発挿 され て い る こ とが 示 唆さ れ たが , こ の ような サ ブセ ッ トの存在 を明 らか に す る為 に , 新 た なモ ノク
ロ
ー ナ ル 抗体 を用 い た解析が望ま れ る.
Eey w ords 臍帯血 リン パ球 , T細胞サ ブセ ッ ト, モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体,
B細胞分化
マ ウ ス に お い て は,T リ ン パ 球 はその 表面 Ly 抗原の は サ ブ レ ツ サ




種類に よ り, 異な る機能を有す るサ ブ セ ッ ト に 分 けら トに お い て も, T 細胞 を同種血清, 異種
血 胤 自己免
れ る こ とが 知 られ て い るⅠ). 成熟 マ ウ ス で は, Lyl
+23
一 疫病血清 を用 い た り, Fc-reCeptOr の有無 な どによ り機
丁 細胞闇 ヘ ル パ ー T 細胞 として, また Lyl
-
23+T 細胞 能 を異に す る T 細胞 サ ブ セ ッ トに 分け られることが明
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らか とな っ て きた
3ト 7)
最近, K611erと M ilstein ら に よ る細胞融合法の 開発
によ り, ヒ トリ ン
パ 球の 表面抗原 を識別す る モ ノ ク ロ
ー ナル抗体が比較的容易に つ くり 出され るよ う に な っ
た掴). 特に , Reinher zらに よ る O K Tシ リ
ー ズ モ ノ ク
ロ ー ナル 抗体 は, ヒ ト T 細胞 の異な るサ ブセ ッ トの識
別を可能と し, T 細胞機能の解析が よ り詳細 に 行わ れ
るよう に な っ た
1 0)
･
こ れ ら O K Tシ リ
ー ズモ ノ ク ロ ー ナ
ル抗体の 内,O K T3 は末梢血 丁 細胞の 殆ん ど全て を識
別し, O KT 4 は helpe r/indu c e rT 細胞 を, O K T 8 は
suppr es sor/cytoto xicT 細胞を識別す る とされ て
い る･
成人末梢血 丁細胞中 で は O K T 4陽性細胞 は 50
～ 60
%,O K T 8陽性細胞は 20～ 30%を占め, こ れ ら は互 い
に相反する T 細胞サ ブ セ ッ ト を構成 してい る こ とが明
らかとな っ て い る
1 0)~l弟
一 方, ヒ ト臍帯血 丁細胞 が成人末棉血 丁 細胞と は機
能的に異な っ た点の あ る こと が知 られ て い る. 特 に臍
帯血 丁細胞は B細胞の 分化を抑制 し, ま た こ の よう な
抑制活性は成人末梢血 丁 細胞 と は異な り , IgG Fc-
rec eptorを欠く T 細胞 サ ブセ ッ トに お い て著 明で ある
ことが明 らか と さ れて い る
1 5ト 19)
. 今回 , モ ノ ク ロ ー ナ
ル抗体 O K T 4お よ び O E T 8 で識別され る T 細胞サ ブ
セ ッ トの 分布を, 臍帯血 , 成人 末梢血及び各年令の小
児の 末棉血 に つ い て明 ら か に した. さ ら に それ ぞれ の
T細胞サ ブ セ ッ ト す な わ ち OK T 4陽性細胞及 び
O K T 8陽性細胞 を単離 し, それ ぞ れの サ ブ セ ッ トが B
細胞分化 に及ぼ す影響 を P W M刺激下で検討 した ･
対象お よ び方法
Ⅰ 対 象
臍帯血 は児の 娩出直後 に臍帯 を結染, 切 断の 後, 胎
盤側臍帯断端よ り ヘ パ リ ン 加採血 した . 対象 と した児
の妊娠及 び分娩経過は い ずれ も異常 を認め な か っ た .
臍帯血の 採取に 関 して は, あら か じ め両親の 承 諾 を得
た
. 成人末梢静脈血は , 健康な 25～ 35歳の ボ ラ ン ティ
アよ り ヘ パ リ ン加採血 した. 生後 3 ケ月か ら5才 ま で
の小児の 静脈血は, 当科外来 を受診 し た患児よ り両親
の承諾を得て採取 した . い ずれ も 重篤 な感染症の 既往
なく, 副腎皮質 ホル モ ン 剤, 免疫抑制剤等の 服用 も行
っ てい な い
.
ⅠⅠ 末梢単核球分離
ヘ パ リ ン加静脈血 を リ ン 酸緩衝生理食塩水 (pho s･
phate嶋buffer ed saline: 以下 P B S) に て約 2倍 に希
釈 し, こ れ を Fic oll-Hy paqu e(Ly m phpr ep ,
Ny gaa rd & Co . , Oslo , No r w ay) の 上 に 静か に 重層
し, 400 G 20分間, 40Cに て 遠心 した . 遠心 の 後中間層
より単核球を採取し, こ れ を P B Sに て 3 回, 200 GlO
分間,4
0
C に て遠心 して洗浄 した. 洗浄後,細胞 を R P M I
1640培地(GI B C O)に 再浮遊 し, 末棺単核球浮遊液と
した. なお 臍帯血 に つ い て は, 全血 1容 に対 して 2･5%
デ キス トラ ン加 PB S l容を加え混和し,37
0
C30分間静
置し白血球に 富 む上浦 を得た. こ の 上清を同様 に Fic o11
- Hy paqu eに 重層の後遠心 し, 単核球 を得た-
ⅠI T細胞及 び B 細胞の 分 離
末分画末楷単核球浮遊液(1×10
7/ml に調節)を ノ イ
ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 羊赤血球(以下N S R B C) 及び ウ シ胎
児血清(fetal bovin e s er u m: 以下 F B S, GI B C O) と
等量ず つ 混合, 200 G 5分間遠心 の後室温 に て 30分間
静置し, 羊赤血球 ロ ゼ ッ ト (以 下 E ロ ゼ ッ ト) 形成を
行 っ た . ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 羊赤血球は , あら か じ
め PI∋S に て洗浄 し,1×109/ml に調節した羊赤血球(以
下S R B C) 浮遊液5容 に 対 して, P B Sに て 30倍 に希釈
した ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ (Behringw erke)1容を加 え,
37
0
C30分間反応 させ た . 反応終 了後, P B Sに て 3 回洗
浄 し, 最終的に P B Sにて 2×10
8/ml の N S R B C浮遊液
と して用 い た . F B S はあらか じめ 56
0
C 30分間の熱処理




Cに て S R B Cで
吸収 した後 に用い た. E ロ ゼ ッ トは 30分間の静置後,
pellet を静か に 再浮遊 し Fic oll-Hypaqu eに重層 し遠
JL､し た . 中間層, すなわ ち E ロ ゼ ッ ト非形成細胞層は
P BS に て 3回洗浄後, 再び E ロ ゼ ッ ト形成, 比重遠心
法を く り返 し, 最後に 得 られ た 中間層を採取, 洗浄の
後 R P M I 1640培地に 再浮遊 , B 細胞分画と した. また
pe11et, す なわ ち E ロ ゼ ッ ト形成細胞層は 10%F B S加
R P M I 164 0培 地 を加 え静 か に 再浮遊 し, Fic ol 卜
Hypaqu eに 重層 し比 重遠心法 をく り返 した . 最後 に 得
られ た pellet に0.83% N H.Cl トリス緩衝液を加 え,
S R B C を溶血 さ せ た後 P B Sに て洗浄 した . 洗浄後, 細
胞を R P M I 1640培地 に 再浮遊 し, T 細胞分画と した.
こ の よう に して得 られ た B 細胞分画の 内, 表面免疫 グ
ロ ブ リ ン 陽性細胞 は 48～ 60%で あ り, また 30～ 48%
の α - ナ プ チル エ ス テ ラ ー ゼ陽性の 単球の 混在が認め
られ た. B細胞分画 へ の E ロ ゼ ッ ト形成細胞の混 入 は
0.5%未満 で あ っ た . また T 細胞分画の 92～ 96%は E
ロ ゼ ッ ト形成細胞で あ っ た . 以 下の 実験で は B 細胞分
画を B 細胞, T 細胞分画を T 細胞と して用 い た.
ⅠⅤ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い た T細胞サ ブセ ッ ト
の 分 布 の 解析
Ortho 社製モ ノ ク ロ ー ナル 抗体 O K T 3,O K T 4及び
O K T 8 を用い て, 成人末梢血, 臍帯血また種々 の 年令
の 小児の 末梢血の T 細胞 サブセ ッ トの 分布を検索 した.
5×106/ml～ 1×107/ml の濃度 に 調節 した T 細胞浮遊
液 0.1 mlに , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 2.5〟1 を加え氷水中
に て 30分間反応させ た後, P BS に て 2回洗浄 した. 再
820 谷 内
浮遊 し た T 細胞 に, 4 0倍希釈 し た螢光標識抗 マ ウ ス
IgG ヤギ血清(以下G/M FI T C, ap pel Labo r ato rie s
) を等量ずつ 加 え, 再 び氷水中に て 30分間反応 させ ,
P B Sに て 2 回洗浄 し た. 最後 にbellet を再浮遊 させ 等
量の 30% グリ セ リ ン を加 え, 1滴 をス ライ ドグ ラ ス に
載せ 陽性細胞 の百分比 を 01ym pus 螢光顕微鏡下で算
定 した. 算定 は少なく と も 250個以上 の細胞 を観察 し
て行 っ た . また 一 部の 検体 は螢光染色の後, P B Sに て
1×106/ml の細胞浮遊液に 調整 し,fluor e sc e n c e-a Cti-
v ated cells orter (F ACS IV, Be cto n Dickin so n) を
用 い て螢光陽性細胞の輝度分布 を解析 した .
Ⅴ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ り識別さ れ る T 細胞サ
ブセ ッ トの 単離
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体及 び補体 を用い た細胞融解に よ
り, T 細胞中の互い に 相反す る サ ブセ ッ ト を除 乱
O K T 4 あるい は O KT 8陽性細胞が皇宮な分画を得 た.
R P M I 1640培地 に 浮遊 した T 細胞に O K T4 ある い は
O K T 8 を1/2000量加 え, 室温 に て 30分間反応 させ ,
さ ら に 新鮮, あ るい は - 8げCに て凍結保存 してあ る ウ
サ ギ血清 を 1/10量加 え,37
0
Cに て 45分間反応させ た.
その 後 R P M I1640培地に て 2 回洗浄, 死細胞 な どに よ
る凝集塊 を除去後再浮遊 し た. トリ パ ン青 を用 い た検
定で は , この よ う に して 得られ た 細胞の 92%以 上は 生
細胞であっ た. ま た それ ぞ れ の分画 を間接費光抗体法
に より検定す ると, OK T 4で 処理 した細胞の 78～ 紬 %
は OKT 8陽性細胞(以下 O K T 8/細胞)で あり, OK T 4
陽性細胞(以下 O K T 4+細胞)は 3%以 下で あ っ た . ま
た O K T 8に て 処 理 し た 細 胞 の 内, O K T4+細 胞 は
82～ 92%で あ り, O K T 8+細 胞は 3 %以 下 で あ っ た . こ
れ ら の 細 胞分画 の 内, O K T 4に て 処 理 し た も の を
O K T 8+細胞, ま た OK T 8に て処 理 したもの を O K T 4+
細胞と し て 以 下の 実験 に 供し た.
Vl 培養条件
培養液は R P MI 1 640培地に L-グル タミ ン(0.3 m g/
ml), ペ ニ シ リ ン(200 U/ml), ゲ ン タ マ イ シ ン(10FLg/
ml)及び 20% 非働化済F B Sを加え たも の を用 い た.
5×105の B 細胞 に種 々 の 量の T 細胞サ ブ セ ッ トを加 え
培養液 に て 最終的 に 1 ml と し, 13×10 m m の プ ラ ス
チ ッ ク培養試験管(2027, Fa co n)に 浮遊 し た. 培養は
poke w e ed mitogen(P W M, GI B C O)5FLl/ml を加 え,
炭酸ガ ス 培養恒温器内 で 37
0
C, 炭酸 ガ ス 濃度5% 存在
下 で 7日 間施行 した.
ⅤⅠⅠ 免疫 グ ロ ブ リ ン 産生 細胞 の 検出
P W M刺激下 で B 細胞よ り誘導され る免疫 グロ ブ リ
ン 産生 細胞 (im m u n oglobulin - prOdu cing c ell 以下
‡g
- P C)の 検出は, Ke a rn ey ら の 方法2 0)に 従い 施行 し
た. す なわ ち, 7 日間の 培養後回収さ れ た生 細胞数を血
江
球計算盤 に て算定, PI∋Sに て 2 回洗浄 した. 洗浄後細
胞 を P BSに 浮遊 し, 1×106 ～ 2× 106/mlに 調諷 適量
を ス ライ ド グラ ス に 載せ冷風乾燥し,5% 氷酢酸加 工タ
ノ ー ル で - 20
0
C, 30分間固定 した . 固定終了後充分量
の P B S で洗浄 し, FIT C標 識家 兎抗 ヒ トIg血清
(polyv ale nt;IgG+IgM 十IgA, Behringw erke) を
P B Sに て 20倍 に 希釈 して ス ライ ドグラ ス に 載せ30分
間染色 した . P B Sに て充分洗浄の 後, 螢光顕微鏡下で
少 な く とも 50 ケ以上 の 細胞 を観察 し, 細胞質内の免
疫 グ ロ ブ リ ン 陽性細胞 の 百分比 を算定 した.Ig｣ P C数
は , 細胞 質内Ig 陽性細胞百分比 及 び 回収され た生細胞
数よ り , そ の絶 対数 を算出した .
Ⅷl T細胞サ ブ セ ッ トの B 細胞分 化 に 及 ぼす ヘ ル パ
ー 作 用 の 検討
臍帯血及び成人末梢血 丁 細胞サ ブ セ ッ トの , 自己B
細胞分化に 及 ぼ す ヘ ル パ ー 作用 を検討す る為,5×105の
B 細胞 に 種々 の 量の 自己 丁 細胞サ ブセ ッ トを加え培養
し た. IgNP C は, FI T C標識家兎抗 ヒ トIg血 清(poly･
v alent)を用 い て 検定 した. ま た臍帯血 O K T 4+細胞の
ヘ ル パ ー 活性 を検討す る為, 成人 末輸血 B 細胞に等量
の 臍帯 血 O K T4+細 胞 を 加 え 培養 し た. Ig-PC は
FITC標識家兎 ヒ トIg 血清 (IgG, IgM o rIgA)を用
い て検定 した.
ⅠⅩ T 細胞サ ブセ ッ トの B 細胞分 化抑制効果の検討
成 人 末 梢血 B細 胞 3,5×105に 自 己 O K T 4+細 胞
1.5× 105 を加 え た系 に, 種 々の 量 の 臍帯血 ある い は非自
己成人 末梢血 丁 細胞サ ブ セ ッ ト を加え て 培養した. Ig
-P C はFI T C標識家兎抗 ヒ トIg上fn清(polyv ale nt) を
用 い て検 定し た. B細胞分化抑制効果は下記の 要領で






Ⅰ 臍帯血 及 び成 人末梢血 丁 細胞 サ ブセ ッ トの 比率
臍滞血 及 び成人 末柵血 丁 稚胞 を, モ ノ ク ロ
ー ナ′レ抗
体 O K T 3, O K T 4お よ び O K T 8 を用い て そU)陽性剤
胞の 比 率 を検討 した . F A C S を用い た螢光 輝度分布
ラ フ に 示 す 如く, E ロ ゼ ッ ト法に よ り得ら れた T細胞




細胞 で あ っ た . また O K T 4+細 胞の 比 率は 腰 帯血 丁細
胞(74.7±6.6% )で は成人 末栴血 丁 細胞 (5･7±4･7
%)よ り有意に 高く, これ に 対し て O K T 8+細胞の 比率




細胞 (31.2±5.9%) に 比 し て著 しく低値 を示した 掴




































Figl. Im m u n o8u o r es c en c epr o別e s of adu
lt and c o rd blo od T ce11s with O K Ta ntise ra･
Re a ctivity of adult periphe r al o r c o rd blo od Tcells with OK T 3, O K T 4a nd O K T 8w a s
studied. T c ellpopulatio n were stain ed with O K Ta ntis er a a nd G/M FI T C.
Fig.2. Ratio of O K T 8
+
c ells to OK T4+ c ellsin
Vario u s age gr o ups. T he n u mbers of O K T 4
+
a nd
O K T 8+ c ells w ere c o unted a ndthe r atio of O K T
8+ c ells to O K T4十 cells w er e c al ulated. Data
repres e nt the m e a n(±S D) ofthe r atio s.
1).
ⅠI T細胞サ ブセ ッ ト比 の 年令 に よ る 推移
O K T 8+細胞と O K T 4+細胞の 比 は, 臍帯血 丁 細胞
では0.18±0 .掴 と成人 末梢血 丁細胞(0.56±0.12)に
比し有意に 低下 して い た . O K T 8十細胞の 比率は年令と
共 に 徐々 に 増 加 し, 3 ～ 5 歳 で は OE T 8+細 胞 と
O K T4+細胞の 比 は ほぼ成人 と同様の レ ベ ル に まで達 し
てい た (図2).
ⅠI T細胞サ ブ セ ッ トの B 細胞分 化に 及 ぼす ヘ ル パ
ー 作用
自己 丁 細胞 サ ブセ ッ ト, す なわ ち OK T4+細胞 あ る
い は O K T 8十細胞 が, P W M刺激系に おけ る B細胞 の
Ig-P Cへ の 分化 に 及ぼ す影響に つ い て 検討 した. 成人
末棉血 B細胞 に 自己 OK T4+細胞 を加えた 系で は, Ig
-P C数の 著明 な増加が認め られ , その 数は B 細胞5 ×
105に 対して O K T 4+細胞 を2.5×105加えた場合に 最大
と な っ た . こ れ に 対 して B 細胞に 自己 O K T 8+細胞 を
加 えた場合 に は, この よう なIg - P Cの 出現 は殆ん ど認
め られ な か っ た( 図3A). 一 方, 臍帯血 B 細胞 に 自己
OK T4
+細胞, あ るい は O K T 8+細胞を加えて もIg-P C
へ の 分化は殆 ん ど認め られ な か っ た (図3B).
次 に O KT 4十細胞の ヘ ル パ ー 作用 をより明 らか にする
為, 臍帯血 あ る い は成人 末梢血 O K T 4十細胞 を, 自己 と
異な る B細胞 に 加 え, 各ク ラ ス の 免疫グ ロ ブ リ ン産生
細胞の 出現 を検討した. 臍帯血 O K T4十細胞 を加 えた場
合に は, 臍帯血 B 細胞, 成人 末棺血 B細胞の い ずれ も
Ig-P Cへ の 分化は殆 ん ど認め られ な か っ た. 成人 末梢
血 O K T4
+細胞 を成 人 末栴血 B細胞 に 加 え培養 す る
と, 各 ク ラ ス の 免疫 グ ロ ブ リ ン産生細胞が出現 した が ,
臍帯血 B 細胞に 加えた場合 に はIgM 産 生細胞の み の 出
現が認め られ た ( 表1).
ⅠⅤ 臍帯血 丁 細胞サ ブセ ッ トに よ る B 細胞分 化抑 制
臍帯血 O K T 4+細胞, お よび O K T 8+細胞が成人 末梢
血 B 細胞の Ig-P Cへ の 分化に 及ぼす抑制効果 を検討
した. 成人 末楷血 B 細胞 に 自己 O ET4+細胞 を加 え た
系 に , 自己 と異な る成人末楷血未分画 丁細胞 を加 え て
も,lg-P C産生の 抑制 は殆 ん ど認 めら れ なか っ た . し
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か し, こ の系 に臍帯血未分画 丁細胞 を添加 し培姜す る
と,Ig
- P C産生は加えた T 細胞 の量に 応 じて著明に 抑
制さ れ た. さ らに これ らの抑制効果 を T 細胞 の各々 の
サ ブセ ッ トに つ い て検討 した . 成人 末梢血で は O K T 4
+
細胞 は殆 ん どIg - P C産生 を抑制せず, む しろや や増強
させ たが ,O K T 8十細胞 はその加 えた量 に 従 い B 細胞分
化を著明に 抑制 した( 図4 A). → 方臍帯血 で は,0Ⅰ(T 8十
細胞 を加 え た系 で は そ の 量に 応 じて抑制効果が認めら
れ たが , その 抑 制率 は末分画 丁細胞に 比 し低か っ た
.
し か し, 臍帯血 O K T 4十細胞 を加え ると ,B 細胞分化は
著明 に抑制 され, その 抑制率は成人末輸血 O K T8+細胞
に 匹敵 す るも の で あ っ た ( 図4 Ⅰ∋).
FLuore s cenc eIntensity
B
●- ･ ･ - → O KT4
'
cels
… O KT釘 Cells
1.25 2.5 5.0 1 0 80 1.2 5 2.5
T C dLs(xlO5) A dded to 5 xlO5 B Cells
5.0 10.0
Fig3. E ffect of Tc ells ubsets o n a utologo u sB c e11 differ e ntiatio n･ Gr aded n u mbers of
O K T 4十 cells(● --- ●)a nd O K T 8+ c ells(○------ ○)fro m adult(A) and c ord blood(B) w e re
ad dedto cultu r e s c o ntaining a utologo u sB c ells(5×105), a nd the cultu re s w e reperfo r m ed
fo r7 daysin the pre s en c e of P W M. T he numbers of Ig
-
prOdu cing c ells w er e e n u m e rated
afterthe c ultu re.
Table l･ Helper a ctivity of O K T4
+
c ellsfo rB c e11 diffe r entiatio nin P W M-driv e n syste mさ
B Cels
Cultu r ed
OK T4 + Cells
No . of Ig-pr Odu cing Cells xlO′‖一､3
IgM IgG IgA
A dult A dult 73.3 ±25 .8 62. 5 ±5.0 79 .5±■12.5
Co rd Blo od 3.9±1 .6 2.6 ±1.3 4 .0± 1.6
Co rd Blo od A dult 58.7 ±8.1 0.8 ±0.4 5 .7±3.8
Cord Blo od 3.3±0,7 0.5 ±0.1 1 .0 ±O .8
* B c e11s(5×105)w er e co･ C ulturedfor7 days with equ aln u mbers of O K T 4十 c ellsfr o m c o rd blo od or
u n r elated adultin the pre s e nce ofpoke w e ed mitoge n(P W M). Data r epre s ent the m e a n(±S D)of 3
Sepa r ate e Xperim e nts.













Fig4･ Effe ct of Tc ellsubsets o nB c ell differ e ntiatio nin adu
lt B c e11s plu sO K T 4
+
c ells･
Graded numbers of O K T4
+
cells(● - ●)o rO K T 8+ c ells(○一一づ )fro m adult(A)a nd c o rd
blo od(B)w e re addedtothe c ultu r es c o ntaining adultB cellsplu sO K T 4
+
c ells a nd c ultured





adult O K T 4+ c ells. A fte rthe cultu re, the n u mbe r s of Ig
-
pr Odu cing c ells pe r
cultu r e w er e c o u nted. Res ults w ere expr es sed a spe rc e ntsup pre ssio n c o mpa r ed withc o ntr oI
cultu r e witho ut addito n of Tc e11subs ets. Ea ch datu m point repr es e nts the m e an of 5
sepa r ate e xpe rim ents･ Ve rtic al ba rs r epre s ent ±S D･
考 察
モ ノク ロ ー ナ ル 抗体 O K T4及び OK T 8に より識別
される T細胞サ ブセ ッ トの 分布 を, 成人 末梢血と臍帯
血とで比 較す る と, 臍帯血 で は成人末梢 血 に 比 し,
0ⅠくT 8+細胞 の 比 率 は 著 し く 低下 し て お り , 逆 に
O K T4+細胞の 比 率 は成人末梢血 に 比 し有意に 増加 し
てい た
.
この よう な T 細胞 サ ブセ ッ ト分布の 特徴は年
令と共に変化 し, 3こ 5歳頃 に は成人 と同様の 分布 を
示すよう に な っ た .
Oldsto n e21), Hayw a rd
1 5)ら は 臍 帯 血 丁細 胞 が,
P W Mで誘導され る成人末梢血 B 細胞 の Ig - P Cへ の
分化を抑制すると報告 してお り, また当教室の 宮脇22)は,
このよ うな臍帯血 丁 細胞 に よる抑制効果 は 2歳頃に は
消失すると して い る . 臍帯血 丁 細胞の B 細胞分化抑制
効果に 関して , 01dsto n eら21)は臍帯血中 に Tγ 細胞の
比率が高い こ とが そ の 理 由で は ない か と報告 した が,
当教室森谷2 3)は臍帯血 丁 細胞に よ る B細胞分化抑制
能の殆ん どが ,Tn o n-γ 細胞に よ り発揮 さ れ てい る こ
とを示 した. マ ウ ス に よ る知見か ら, こ の よ う な臍帯
血 丁細胞の 機能的特異性, 特 に そ の 抑制能が成人末樹
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血 丁 稚胞の 場合 と は異なる サ ブ セ ッ トに よ り発揮され
て い る こ とが 予想さ れ た2 4). さ ら に 臍帯血 丁 細胞 に お
い て , そ の 著 しい B細胞分化抑制能に も か かわ らず,
成人末梢血中の s up presor/cytoto xicT 細胞 とされ る
O K T針細胞 の 比率が低い こ とは, 臍帯血 丁 細胞の抑制
活性の 主 たる部分が O K T 8+細胞と は異なるサブセ ッ ト
に 存在す る可能性 を示 唆 した. この よ う な臍帯血 丁細
胞の抑制能が どの よ う なサ ブ セ ッ トに よ り発揮され て
い る か を明ら か に す る 為, O K Tシ リ ー ズモ ノク ロ ー ナ
ル 抗体 と補体 を用 い て それ ぞれ の サ ブセ ッ ト を単粧,
これ ら の サブ セ ッ トの B 細胞分化に 及 ぼす影響を検討
した. 従来の 報告 川 通 り, 成 人末椅血 OK T 4+細胞 は
P W M刺激下 で B 細胞の Ig-PC へ の 分化 を促進 し,
O K T 針細胞 に は こ の よう な効果は認めら れな か っ た .
一 方, 臍帯血 丁 細胞サ ブセ ッ トで は, O K T 4
十細胞,
O K T 針細胞の い ずれ に も ヘ ル パ ー 作用 は認め られな か
っ た . ま た臍帯血 O K T 4+細胞の ヘ ル パ ー 作用 をさ らに
詳し く評価 す る為, 成人末梢血 B細胞と共 に これ を培
養 し, 各ク ラ ス の 免疫 グ ロ ブリ ン 産生細胞 の出現 を検
討 した. しか し臍帯血 O K T 4
+細胞の 添カロに よ っ て は,
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い ず れ の ク ラス の 免疫グロ ブ リ ン 産生細胞の出現 も殆
ん ど認 め ら れ な か っ た . こ れ に 対 して, 成 人 末梢血
O E T 4+細胞 を成人末梢血 B細胞 に 加えて培養す ると,
各ク ラ ス の Ig - P C の出現を認 めた ∴
一 九 臍帯血 B細
胞 に 成人末梢血 O K T4+細胞 を加 え た場合 に は, IgM
産生細胞に 限 っ て その 出現を認 めた . こ の ように 成人
と は異なり, 臍帯血 丁 細胞及びその サ ブセ ッ トは,P W M
刺激下で の B 細胞分化 に 対 して殆 ん ど ヘ ル パ
ー 作用を
示 さ な い こ とが 明 らか と な っ た . す なわ ち, 臍帯血 丁
細胞サ ブ セ ッ ト, こ と に O K T 4+細胞が , 成人末棉血 の
ヘ ル パ ー T 細胞 と同様の表面形質 を有 して い る に もか
か わ らず, 殆 ん ど ヘ ル パ ー 作用 を認め な い こ とか ら,
こ のサ ブ セ ッ トが機能的に 未熟 で あ るか, あ るい は成
人末梢血の O K T4+細胞 とは機能的 に 異･な る 特有 の サ
ブセ ッ ト を構成す る可能性が 示 唆され た .
さ ら に , B 細胞分化 に 及ぼ す臍帯血 丁細胞サ ブ セ ッ
トの抑制効果 に つ い て検討した. Reinher zらの報告
1 3)1 4)
通 り, 成人 末梢血 O K T 8+細胞 に よ り, P W M存在下で
の B 細胞のIg - P Cへ の分化は 強く抑制 され た. ま た
O K T 4+細 胞に は こ のような抑制効果は認めら れな か っ
た . 臍帯血 O E T 8+細胞 を加 える と確か に B 細胞分化
は抑制さ れたが , その抑制の 程度 は成人末梢血 O K T 8
+
細胞に 比 し弱く, これ に 対 して臍帯血 O K T 4
+細胞 は B
細胞分化 を著明に抑制 した.
以上 , 臍帯 血で は OK T4+細胞の比率が高く, P W M
刺激下で の B 細胞分化に 対 して この サ ブセ ッ トが 著明
な抑制効果を示 す こ とか ら,臍帯血 丁 細胞 に よ る B細
胞分化抑制効果の殆 ん ど は O E T 4
十細胞 によ り発揮さ
れて い る と考え られ た. こ の ように , 臍帯血 丁 細胞は
成人末梢血 丁細胞と同様 の表面形質 を有す るサ ブセ ッ
トよ り成るが, その 分布及 び各サ ブ セ ッ トの 有す る機
能は著 しく異な る こ とが明 らか とな っ た .




サ プ レ ツ サ ー T 細胞は Lyl
-
23+の 表面形質 を有 すると
され1)2), O K Tシ リ ー ズ モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 で識別され
る ヒ ト T 細胞サ ブセ ッ ト, す な わ ち O K T 4
+細胞及び
0Ⅰ( T 8十細胞も こ れ らと相似 の 関係 を有 して い る と考え
られ る. しか し, 新生児 マ ウ ス で は 成熟 マ ウス と は異
な り, 表面形質 Lyl十23+ を有す るサ ブ セ ッ ト に よ りサ
プ レ ツサ ー 能が 発揮 され て い る こ とが知 られて い る24).
さら に こ こ で は, ヒ ト臍帯血 丁 細胞 に よ る B 細胞分化
の抑制 は成人と は異な り, そ の 殆ん どが O K T 4
+細胞に
よ り発揮 され て い る こ と を示 した . す なわ ち , 新生児
マ ウ ス に お ける Lyl
+23+T 細胞 と同様, ヒ ト臍帯血 丁
細胞 に お い ても B 細胞のIg - P Cへ の分化抑制効果は,
成人末梢血 サ ブ レ ツ サ ー T 細胞と は異な る, 臍帯血特
有の T 細胞サ ブ セ ッ トに よ り発揮 され て い る こ とが示
江
唆さ れ た. ま た, OK T 4
+細胞 は, 成人 末棺血 で はB細
胞分化 に 対 して ヘ ル パ
ー 作用 を示す が,臍帯血 O ET 4･
細胞は B 細胞分化 を著明 に 抑制 した. これ らの事実は,
O K T 4に よ り識別 され る T 細胞サ ブセ ッ トが,さらに
複数の , 機能 の 異 な るサ ブセ ッ ト を含んで い る可能性
を暗示 して い る . 最近 Reinhe rzら25)は , 抗原刺激後の
表面 Ia 様抗原 の発現の 有無に よ り, OK T4+細胞は少
なく とも 2 つ の 異な っ た サ ブ ポ ピ ュ レ ー シ ョ ンに分け
られ ると報告 して い る. これ ら よ り, 新生児マ ウスの
Lyl
+23+T 細胞 に対応 す る, 新生児期特有の T 細胞サ
ブセ ッ トが ヒ ト臍帯血 O K T 4+細胞の 一 部を形成してい
る こ とが 予想さ れ る. した が っ て, 特に 新生児期にお
ける T 細胞機能の 解析に は, こ の よう な サブ セ ッ トを
識別す る新た なモ ノ ク ロ ー ナル 抗体の 開発と, さらに
詳細 な検討が必要と考え られ る .
結 論
O K Tシ リ ー ズ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 を用 い て, これら
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 に よ っ て識別され る臍帯血 丁細胞
サ ブ セ ッ トの , B 細胞分化に 及 ぼ す影響, 特 にその抑
制能 に つ い て検討 した.
1 . 臍帯血 丁 細胞 で は, 成人末栴血 丁細胞に比し
O K T 4+細胞の 比 率が有意 に 高く, 逆 に O K T 8+細胞の
比率は著明 に 低下 して い た. この よう な T 細胞分布の
特徴 は年令 と共 に 変化 し, 3 ～ 5歳頃 に は ほぼ成人と
同様の 分布 を示 した . こ の よ う に 臍帯血 では T細胞サ
ブ セ ッ トの分布 は異な る も の の , 成人末栴血 と同様の
表面形質 を有 す る T 細胞サ ブセ ッ トの 存在が確認され
た.
2 . 臍帯血 O E T 4十細胞を 自己 B 細胞, あるい は成
人 末梢血 B 細胞に 添加 して P W M刺激下 で培養した
が ,Ig-P C の出現 は殆 ん ど認め られ なか っ た. すなわ
ち, 臍帯血中 に は成人 末梢血と同様, モ ノ ク ロ
ー ナル
抗体 O KT 4に よ り識別 され る T 細胞サ ブセ ッ トが存在
す る が , 成人 と異な り B 細胞分化に 対す る ヘ ル パ
ー 作
用 は認め られ な か っ た .
3 . 臍帯血 丁 細胞サ ブセ ッ トの 成人 末梢血B細胞
分化 に 及ぼす抑制効果は, その 大部分が O K T 8
十細胞で
は な く, O K T 4
+細胞 に よ り発揮 され て い ると考えられ
た.
以 上 臍帯血 丁細胞 は O K Tシ リ ー ズモ ノ ク ロ
ー ナ
ル 抗体 を用 い た検索で は, 成人末梢血と同様の表面形
質 を有す る T 細胞 サ ブセ ッ トよ り成る が, その 分布及
び B 細胞分化 に 及ぼ す影響 は,成人 末棉血 丁細胞とは
大 きく 異な る と考 えら れ た. さ ら に , 臍帯血 丁紐脚こ
は新生児マ ウ ス の Lyl
･23･ サ プ レ ツ サ ー T 細胞と同様
の, 新生児期特有の サ ブ セ ッ トが 含ま れる可能性が示
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A bstract
Regulato ry fun ctio n of Tc ells ubsets defin ed withm o n o clo n al O K T 4a nd O K T 8a ntibodies
O n B c ell differe ntiatio n w as stud ied in the poke w e ed mitogen (PW M).driv e n syste m . The
relativ epropo rtions of t hese subsets in t he periphe ral blo od fr om v ario u s age gr o ups w er edeter･
min ed by the indirect im m u n oflu o r esc e n c e m et hod. Co m pa r ed to t he r elativ epr opo rtio n of
O K T 4
'
c ells(5 5.7±4.7%)a nd of O K T 8+ c ells(3 1.2 ±5.9%)in abultpe riphe r alblo od,thefo r m er
W a Shigher(7 4.7±6.6%) w hile the latte r w as signific a ntly lo w e r(1 4.6±5.0%)in c ord blo od. T he
propo rtion of O K T 8
+
c ellsin c r e a s ed withadv a n cing age s a nd the r atio of O K T 8
+
c eusto o K T 4
+
C ells ca me n e a rthe abult le v ela rou nd 3 to 5 ye a rs of life. T w od istin ct Tc ellsubsets defin ed
Wit h O K T 4a nd O K T 8m on o clo n ala ntibodie sfro m c o rd blo od a nd adultpe riphe r al blo od w ere
SePa r ated by depleting t he r e cipr o c al s ubs ets t hr o ugh the c o mple m e nt
- m ediated cytolysis,for
W hich O K Tantisera and the rab bits e ru m as c o mple m e nt s o u r c e w e re u sed . T he r egulatory
fun ctio n sof t he s e s ubsets o n B celldiffe r e ntiatio ninto im m u n oglobulin -Se C r eting c e11s(Ig-PC)
W ere e V aluated in the P W M-d riv e n sy tem . As reported pre viou sly, O K T 4
+
c ells fr o m adult
Periphe r al b･lo od ex e rted effic e nt help to B cel diffe r entiatio n, Whe re as adult O K T 8
+
cells
show ed n ohelper effe ct whe n eithe r subset w as ad ded to adult Bcellsin cultu r e. Neithe rO K T 4
+
c ells nor OK T 8
+
cells fro m cord blo od helped Bc ell diffe r entiatio nin this c ultu r e syste m. Sup
-
Pre S SO r a Ctivity of t hes esubsets w a s c o mpa red in the c ultu r e syste m wher e e a ch s ubs et of Tcells
fro m adultpe riphe ral blo od o r c o rd blo od w a s ad ded to a mixtu re of adult Bcells and O K T4
+
Cells･ As w a s expe cted, adult O K T 8
+
c ells sup pre sed signific a nly the diffe r e ntiatio n of Bcels
into Ig･PC, butthe r ecipr o c a1 0 K T 4
+
c ells had n o su ch effe ct. On the c o ntra ry, the sup pressio n
by c o rd b lo od OK T 8
+
cells w a sle s signific a nt tha n that m ediated by adult O K T 8
+
c ells･ Inter-
estingly eno ugh, a m a rked sup pr essio n of Bc ell d iffe r e ntiatio n w as obs e rv ed w he nO K T 4
+
subs et
from co rd blo od w as ad ded to the cultu r esyste m . T he s e r e s ults s ugge st that Tc ells ubsetsfr o m
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c ord blood, W
hich a r edefin ed wit hm o n o clo n al a ntibodies O K T 4a nd O K T 8, m ay diffe r fun c
-
tio nally fro m
the phe n otypicallyide ntic al Tc ellsubsetsin adultp
eripher al blood, a nd that the
suppressio n
m ed iated by c o rd blo od Tc e11s mightbe exe rted by a u nique su
bset which mu st w ait
forfu rthe rdelin e a
tio n u sing a n e w m o n oclon al a ntibodyfo ritside ntification･
